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@ Nouveaux derives de l-prollne, leur preparation et leurs applications biologiq ues. 

(g) Les derives de L-proline de I'invention repondent a la 2 , 
formule I 
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dans laquelle 

- Ri repond a la formule II 



dans laquelle R est un carbonyle, un acyle -Y-CO- ou un 
oxy-acyle -0-Y-CO-, Y etant un aicoyle ou un alc6nyle, Z un ou 
plusieurs atomes d'hydrogene, ou un ou plusieurs substituants 
choisi(s) parmi halogene, CF3, aJcoyle, alcoxy, et pour deux 
substituants voisins, alcoylenedioxy, 

- £2 est -NH2, -OH, ou un derive de ces groupes. 

- Ai et A2, sont des residus decides amines, et 

- Bi et §2 represented un hydrogene ou un methyle, et les sels 
pharmacologiquement acceptabfes de ces derives. 

Ces derives sont utiles notamment en tant que principes 
actifs de medicaments ayant en particulier une action nootrope. 
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Description 

NOUVEAUX DERIVES DE L-PROLINE, LEUR PREPARATION ET LEURS APPLICATIONS BIOLOGIGUES- 

L'inventlon a pour objet de nouveaux derives de la L-proline, leur preparation et I urs applications 
biologiques. 

L'invention vise plus particulierement des derives de la L-proline ayant une activite therapeutique, en 
particuiier une activite psychotrope et plus specialement nootrope. 

Des produits a activite nootrope connus, comprennent I'ergot de seigle, 'le piracetam et certaines 
neurohormones peptldlques. L'inventeur de la presente demande de brevet a observe que ces produits 
presentent une analogie de structure et a cherche a elaborer des derives de L-proline presentant en particuiier 
un effet nootrope, mais ne possedant pas les activites pharmacologiques de I'ergot liees a I'ergoline, plus 
actifs que le piracetam et actifs par voie orale. 
Les travaux effectues ont permis de developper une famille de derives de L-prollne presentant les 



proprietes recherchees et, de maniere avantageuse, actifs a faible dose. 
Les derives de L-proline de Invention sont caracterises en ce qu'iis repondent a la 



formule I 




(I) 



dans laqueile 
30 ' Riest un groupe de formule II 




35 \ ^ / (ID 



dans laqueile R est un radical carbonyle C0-, un radical acyle Y-CO- ou un radical oxy-acyle 0-Y-CO-. dans 
lesquels Y est une chaine alcoyle ou alcenyle, notamment de 1 a 4 atomes de carbone, Z represente un ou 
p!usieurs"atomes d'hydrogene, ou un ou plusieurs substituants en position ortho et/ou ortho' et/ou meta 
et/ou meta' et/ou para, choisi(s> parmi les atomes d'halogene, ie groupe CF 3 , les radicaux alcoyle ou alcoxy 
de 1 a 4 atomes de carbone et pour deux substituants voisins un groupe aicoylenedioxy, le groupe alcoylene 
renfermant de 1 a 3 atomes de carbone, 

- R2 est un radical NH2 ou OH,ou des derives fonctionnels de ces radicaux, 

- Ai et A2. identiques ou differents Tun de I'autre, sont des residus d'acides amin6s, et 

- Eh et B2, identiques ou differents I'un de I'autre. represented un atome d'hydrogene ou un groupe methyie, 
etTes sels pharmacologiquement acceptables de ces derives. 

Dans une famille preferee, le substituant 2 dans la formule II represente un atome d'hydrogene. 

Dans un autre famille preferee, le substituant 2 est un atome d'halogene choisi parmi le chiore ou le fluor. un 
groupe CF3, un radical alcoxy choisi parmi un groupe methoxy ou ethoxy, et pour deux positions voisines, un 
radical aicoylene-dioxy choisi parmi le 3,4-methylene- ou 3,4-ethylene-dioxy. 

Dans ces families, le substituant R, est avantageusement choisi parmi les groupes CO-, CH2-CO-, CH2-CH2 
-CO-. CH2-CH2-CH2-CO-, CH = CH-CO- ou O-CH2-CO-. 

Un groupe prefere de derives de L-proline conforme aux families ci-dessus comprend des residus d'acides 
amines A1 et A 2 naturels. Dans des produits avantageux, A1 est choisi parmi les residus glycine, L-alanine et 
L-valine, et A2 parmi ces residus de glycine, L-phenylalanine, L-histidine, L-leucine, L-valine et L-alanine. 

L'invention vise egalement un procede de preparation des derives de L-proline definis ci-dessus. 

Ce procede est caracterise par le fait qu'on fait reagir 

- un derive de formule III: 
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(III) 



• avec un derive de formule IV 



10 



R1-A1 (IV) 

Dans ces formules, Bi, B2, At, A2. Ri et R2 sont tels que definis ci-dessus. 

Pour obtenir le derive de formule III, on met avantageusement en oeuvre un derive de proline de formule V : 



15 




(V) 
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et un acide amine A2. 

La reaction de condensation est de preference reaJisee a une temperature inferieure a I'ambiante, plus 
particulierement inferieure a 0°C. Des temperatures preferees sont Inferieures a -10°C, notamment de I'ordre 
de-15°C. 

On opere avantageusement en milieu solvant organique tel que le tetrahydrofuranne (THF) ou le 
dimethylformamide (DMF). 

La fonction amine de I'acide amine A2 mis en oeuvre est avantageusement protegee par un groupe 
eliminable ensuite par des acides. On utilise des groupes protecteurs classiques en synthese peptidique tel 
que le groupe tertiobutyloxycarbonyle, benzyloxycarbonyle ou 9-fluorenylmethyloxycarbonyle, ou tout autre 
groupe connu de I'homme de Tart utilise dans la chimie peptidique. 

Le groupe protecteur est 6limlne en vue de la condensation de A2 avec le derive de proline de formule III, 
avantageusement dans des conditions acides fortes. On utilise, a cet effet, un acide anhydre tel qu'une 
solution de chlorure d'hydrogene gazeux dans un solvant organique, par exemple le dioxanne. 

Des conditions acides fortes en milieu aqueux peuvent etre egalement utilisees. Parmi ces conditions, on 
citera Tutilisation d'acide chlorhydrique ou sulfurique en solution aqueuse concentree. 

Le derive R1-A1 de formule IV resulte de la condensation de derives reactifs de R1 et de Ai, (la fonction 
carboxyle de A1 etant bloquee par un groupe protecteur), suivie d'une saponification a Taide d'une base forte. 
Les deriv6s reactifs de R1 comprennent par exemple les halogenures, notamment le chlorure, ces groupes 
reactifs etant utilisables, etant donne qu'il n'y a pas possibility de reactions secondares avec les derives 
d'acides amines proteges. La fonction carboxyle de A1 est bloquee par les groupes utilises habituellement en 
synthese peptidique. Cette fonction est de preference bloquee sous forme d'esters notamment d'ester 
alcoylique, le groupe aicoyle ayant de preference de 1 a 4 atomes de carbone, ou encore d'ester benzylique. 
Avantageusement, les esters de A1 sont sous forme de sels, par exemple de chlorhydrates. 

L'etape de condensation entre les derives reactifs est realisee de preference a temperature inferieure a 
I'ambiante, de preference inferieure a 0°C, notamment de Pordre de ^5 a -10°C. 

L'etape de saponification avec une base est reaJisee en milieu solvant organique, notamment dans un 
solvant alcoolique tel que le methanol. La reaction est reaJisee avantageusement a temperature ambiante. 

Lorsque le produit precipite, le pH est ajuste a des valeurs acides, inferieures a 3, notamment inferieures a 2, 
de preference de I'ordre de 1,5. 

Les acides amines A1 et A2 mis en oeuvre dans les reactions de condensation ci-dessus sont 
avantageusement proteg6s et actives en vue du couplage. De nombreuses methodes sont utilisables a cet 
effet. 

Des resultats satisfaisants sont obtenus en utilisant par exemple la N-methylmorpholine, pour preparer ie 
sel du derive d'acide amine, que I'on fait reagir ensuite avec Hsobutyl chloroformate pour former un anhydride 
mixte carboxylique-carbonlque qui est un derive active de I'acide amine. Pour eviter toute reaction secondaire 
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resultant d Putilisation du chloroformate d'isobutyie, on a recours a un additlf constitue avantageusement par 
un derive de triazole, notamment le 1-hydroxybenzotriazole. 

Parmi les autres methodes utilisees de maniere classique, pour actlver des acides amines en vue d'un 
couplage, on citera la formation d'esters actifs, tels que ceux derives notamment du N-hydroxysuccinimide, du 
5 4-nitrophenol, du pentafluorophenol ou analogue, ainsi que de I'utilisation pour le couplage de carbodiiimides, 
succinimides et analogues. 

V etude pharmacologique des derives de L-proline de Tinvention a mis en evidence une activite 
psychotropique elevee. 

Cette activite a ete revelee en particulier dans les tests pharmacologiques d'evitement passif, 
10 communement utilises pour determiner I'activite potentielle de produits notamment sur la memoire. 

Ainsi, en induisant une amnesie par absorption de scopolamine, on constate que les produits de I'invention 
sont capables et ce selon un aspect de grand interet, afaible dose, de corriger Tamnesie ainsi Induite. 

En outre, les proprietes avantageuses des composes de I'invention s'accompagnent d'une grande 
innocuite. 

15 En effet, les essais realises selon le test d'lrwin sur la souris montrent que les produits de Tinvention 
n'entralnent pas de mort, ni de convulsion des animaux jusqu'a des doses de plus de 1000 rrig.kg-1. 
Ces produits sont done particulierement appropries pour I'elaboration de compositions pharmaceutiques. 
Les compositions pharmaceutiques de I'invention renferment une quantite efficace d'au moins un derive de 
L-proline tel que defini ci-dessus, en association avec un vehicule pharmaceutique inerte. 
20 Des compositions pharmaceutiques avantageuses renferment ces derives seuls ou en association avec des 
medicaments psychotropes antidepresseurs, neuroleptiques, ou la L-dopa. 

Compte tenu de leur activite nootrope, ces compositions pharmaceutiques sont utiiisables notamment 
dans les indications therapeutiques suivantes : troubles de la memoire, demence senile, maladie d'Alzheimer , 
maladie de Parkinson, schizophrenie, depression, neuropathies peripheriques et troubles neuro-moteurs. 
25 Les compositions pharmaceutiques de Tinvention sont administrables sous differentes formes, a savoir par 
voie injectable, nasale, rectale, orale. 

Pour I'administration par voie orale, on a recours en particulier a des comprimes, pilules, tablettes, g6lules, 
gouttes ou encore a des liposomes. Ces compositions renferment avantageusement de 1 a 100 mg par unite 
de prise, de preference de 2,5 a 50 mg. 
30 D'autres formes d'administration comprennent des solutions injectables par vole intra-veineuse. 
souscutanfee ou intra-musculaire, dans des solutions steriles ou sterilisables. 
Ces solutions renferment par unite de prise de 1 a 50 mg, de preference de 0,5 a 50 mg. 
A tltre indicatif, la posologie utilisabie chez Thomme correspond aux doses suivantes : ainsi on administre 
par exempie au patient 5 a 300 mg/jour en une ou plusieurs prises. 
35 L'invention vise encore les reactifs biologiques dont les principes actifs sont constitues par les derives de 
L-proline definis plus haut. 

Ces reactifs peuvent etre utiles comme references ou etalons dans des etudes d'eventuelles activites 
nootropes. 

D'autres caracteristiques et avantages de i'invention apparaitront dans les exemples qui suivent relatifs a la 
40 preparation de derives de L-proline et a I'etude de leur activite nootropique. 

EXEMPLE 1 



Synthese du cinnamoyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-prolineamide de formule VI : 
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(VI) 

10 
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Cette synthase comporte cinq etapes realisees comme suit : 

1 / Preparation du t-Boc-L-phenylalanyH.-prolineamide 25 
On met en oeuvre les composes suivants selon les quantites Indiquees : 



t-Boc-L-phenylalanine 40 g 

tetrahydrofuranne 200 ml 

N-methylmorpholine 21 ml 30 

isobutyl-chloroformate 19.5 ml 
1-hydroxybenzotriazole 23 g 

dimethylformamide 75 ml 

L-prolineamide 17,12 g 1 35 

dimethylformamide 75 ml 



On dissout la t-Boc-L-ph6nylalanine (tertlobutyloxycarbonyl-L-phenylalamine) dans du tetrahydrofuranne, 
on refroidit la solution a -15°C sous agitation magnetique et on la traite avec de la N-methylmorpholine, puis 
avec de Tisobutyl-chloroformate. Le melange reactionnel est soumis a agitation pendant 5 a 10 minutes a 40 
basse temperature, puis on le traite avec une solution dans du dimethylformamide prerefroldie de 
1-hydroxybenzotriazole dans du dimethylformamide. 

Apres agitation pendant 5 a 10 minutes, on ajoute une solution dans du dimethylformamide prerefroldie de 
prolineamide au melange reactionnel. 

Le melange est soumis a agitation pendant environ 1 heure a basse temperature puis on le laisse se 45 
rechauffer jusqu'a la temperature ambiante et on le soumet a agitation durant environ 14 heures. 

On dilue le melange reactionnel avec de Tacetate d'ethyle (800 ml environ), puis on le lave successivement 
avec une solution aqueuse saturee de chlorure de sodium (a 2 reprises), une solution aqueuse a 5o/o de 
bicarbonate de sodium (a 3 reprises), une solution aqueuse saturee de chlorure de sodium (1 fbis), une 
solution aqueuse d'acide chlorydrique 0,5 N (a 3 reprises) et une solution aqueuse saturee de chlorure de 50 
sodium (a 3 reprises). On seche la phase organique sur du sulfate de magnesium, on la filtre puis on evapore 
sous pression reduite. Le sirop residuel est triture avec de Tether de petrole pour induire la cristallisation et le 
produit obtenu filtre, lave avec de Tether de petrole et seche sous vide. 

On obtient 43,7 g de produit. Sa chromatographie en couche mince (CHCI3 :MeOH:AcOH, 45:4:1 ) montre un 
R f de 0,5. 55 

21 Preparation du cinnamoyl-ester methylique de glycine 
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chlorhydrate de Tester 28 g 

methylique de glycine 

N-methylmorpholine 39 ml 

chlorurede cinnamoyle 33 g 

5 tetrahydrofuranne 250 ml 

N-methylmorpholine 35 ml 

On met en suspension le chlorhydrate de Tester methyllque de glycine dans du t6trahydrofuranne, on 
10 refroidit la solution de -5 a -10° C, puis on la traite avec une premiere partie aliquote de N-methylmorpholine. 
On ajoute Immediatement du chlorure de cinnamoyle et la deuxieme partie aliquote de N-methylmorpholine. 
Le melange reactionnel est soumis a agitation durant 30 minutes a basse temperature puis on le laisse se 
rechauffer jusqu'a la temperature ambiante et on le soumet a agitation encore 2 a 3 heures. Apres dilution avec 
de Tacetate d'ethyle (environ 750ml), on lave la solution avec de Teau (a 3 reprises), une solution aqueuse 
15 d'acide chlorhydrique 0,5 N (a 3 reprises) et finalement avec de Teau. La phase organique est sechee sur du 
sulfate de magnesium, filtree et evaporee a sec sous pression reduite. Le residu est trtture avec de Tether de 
petrole pour induire la cristalllsation. On laisse le produit environ 14 heures a 4° C, puis on le filtre et on le 
seche sous vide. On Tutilise dans Tetape suivante sans nouvel le purification. On obtient 31 g de produit. 

20 3/ Preparation de la cinnamoyl-glycine : 

Les composes sufvants, selon les doses indiquees, sont utilises : 

cinnamoyl-ester 31 g 

methylique de glycine 
25 methanol 300 ml 

hydroxyde de sodium (2 150 ml 

N dans methanol) 

30 On dissout Tester methylique de glycine et de cinnamoyle dans du methanol, puis on le traite avec une 
solution 2 N d'hydroxyde de sodium dans le methanol. Le melange reactionnel est soumis a agitation a 
temperature ambiante pendant 2 heures, puis dilue avec de Teau (300 ml). Le pH du melange est ajuste a 1,5 
avec de Tacide chlorhydrique lorsque le produit precipite. On conserve le melange durant environ 14 heures a 
4° C pour completer la cristallisation, on filtre puis on lave avec de Teau et on seche sous vide. Le rendement 

35 est de 23 g. Le point de fusion du produit est de 189 a 192°C. La chromatographie en couche mince 
(CHCl3:MeOH:AcOH, 45:4:1) donne un R f de 0,2. 

4/ Preparation du trifluoacetate de L-phenylalanyl-L-prolineamide : 
On utilise les prodults suivants : 

40 

t-Boc-phenylalanyl- 30 g 

L-prolineamide 

dichloromethane 300 ml 

acide trifiuoroacetique 300 ml 

45 

On dissout dans du dichloromethane le t-Boc-L-phenylalanyl-L-prolineamide et on le traite avec de Tacide 
trifluoracetique pendant 30 minutes a temperature ambiante. Le solvant est evapore sous pression reduite et 
le residu reevapore a partir du toluene. Le residu huileux est triture avec de Tether pour precipiter le produit qui 
50 est filtre et seche sous vide. On obtient 33,1 g de produit. La chromatographie sur couche mince dans 
(CHCl3:MeOH:AcOH, 45:4:1) donne un R f de 0,3. 



5/Preparation du cinnamoyi-glycyl-L-phenylalanyl-L-prolineamide 
La reaction est realisee en mettant en oeuvre les produits suivants, selon les quantites indiquees. 
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cinnamoyl-glyclne 


20 g 


dimethylforrnamide 


200 ml 


1 -hydroxy benzotriazole 


16.3 g 


dicyclohexylcarbodii- 


20 g 


mide 




L-ph6nylalanyl-L-proli- 


33 g 


neamide.TFA 




dimethylforrnamide 


200 m! 


N-methylmorpholine 


11 ml 



5 . 



On dissout la cinnamoyl-glycine dans du dimethylforrnamide, on refroidit a 0° C t puis on ajoute du 
1-hydroxybenzotriazole et le melange est traite avec du dicyclohexylcarbodiimide. 

Le melange reactionnel est soumis a agitation pendant 1 heure a 0° C t puis 1 heure a temperature ambiante. 

Pendant ce temps, on dissout du L-phenylalanyl-L-prolimeamide trifluoroacetate dans du dimethylforrna- 
mide (200 ml). On refroidit la solution a 0° C et on la traite avec de la N-m6thylmorpholine. On ajoute la solution 
a la solution d'ester de cinnamoyl-glycine active form6e precedemment et on soumet le melange a agitation a 
temperature ambiante durant environ 14 heures. Le melange r6actionnel est dilue avec de I'acetate d'ethyle 
(1 ,5 litres), filtre, et Iav6 avec du chlorure de sodium satur6 (a 2 reprises), une solution aqueuse de bicarbonate 
de sodium a 5*Vo (a 3 reprises), une solution de chlorure de sodium saturee (1 fois), de I'acide chlorydrique 0,5 
N (a 3 reprises) et finalement du chlorure de sodium sature (a 3 reprises). 

Li phase organique est sechee sur du sulfate de magnesium, filtree et le soivant evapore sous pression 
reduite. Le residu est redissous dans de I'acetone, filtre et le ftltrat est evapore sous pression reduite. Afin 
d'elimlner la dicyclohexyluree residuelle, on recommence 2 fois ce processus.Le produit recupere (13,5 g) est 
purifie sur du gel de silice (500 g) , elu6 avec du dichloromethane contenant de 1 a 5Wo de methanol. Les 
fractions contenant le produit pur sont rassemblees et evaporees a sec sous pression reduite. Le residu est 
triture avec de l'6ther de petrole filtr6, s6che sous vide. 

On obtient 11,5 g de produit de Pf 95-1 15° C. (Cette plage de P F peut §tre due a une isomerisation 
cis-trans).La chromatographie sur couche mince avec (CHCIaiMeOH: AcOH, 45:4:1) donne un Rf de 0,4 et 
avec (n-BuOH:AcOH:H 2 O f 4:1:1), un R f de 0,8. [a]o= -49.62° (c - 1, MeOH). 

Le produit obtenu est insoluble dans I'eau et soluble a raison d'au moins 1 a 50/0, dans les solvants 
organiques tels que le methanol, le chloroforme, I'acetate d'6thyle ou le dimethylforrnamide. 

EXEMPLE 2 : 

' 35 

Synthese du 4-fluorocinnamoyl-gIycyl-L-phenylalanine-L-prolinamide de formule VII 
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1. 4-fluorocinnamoyl-ester methylique de glycine 

En operant selon ie procede general decrit dans I'exemple 1, etape 2, pour le cinnamoyl-ester methylique de 
glycine, on met en suspension le chlorhydrate de Tester methylique de glycine (7,5 g) dans du 
tetrahydrofurane, on refroidit a 0°C, on trait avec de la N-methylmorpholine (8,4 ml, 1 Equivalent) puis on 65 
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ajoute immediatement une solution pre-refroidie d'acide 4-fluorocinnamique (10,0 g) dans du tetrahydrofurane 
preactive par traitement avec du dicyciohexylcarbodiimide (12,4 g) 1 equivalent) et du 1-hydroxybenzotriazoIe 
(9 t 2 g). On obtient le 4-fluorocinnamoyl-ester methylique de glycine sous forme d'un solide blanc utilise dans 
I'etape urterieure d synthese sans proceder a une nouvelle purification. 

5 

Rendement : 8,5 g 

CCM : CHCI 3 :MeOH:AcOH, 45:4:1): 

Rf - 0,8 

10 

2. 4-fluorocinnamoyl-glycine 

On soumet 8,5 g du produit resultant de I'etape precedente a une saponification par traitement avec de la 
soude dans du methanol comme decrit ci-dessus dans I'exemple 1, etape 3 pour la preparation de la 
15 cinnamoyl-glycine. 

Rendement : 3,4 g 

CCM : (CHCl 3 :MeOH:AcOH, 45:4:1): 

Ri - 0.2 

20 

3. 4-fluorocinnamoyl"glycyl-L"Ph6nylalanyl"L"prolinamide 

On realise le couplage du produit de I'etape 2 (1,78 g) a du trifluoroac6tate de L-phenylalanyl-L-prolinamide 
25 (3.0 g) en utilisant du dicyciohexylcarbodiimide en presence de 1-hydroxybenzotriazole. Le produit obtenu se 
presente sous forme d f un solide blanc. 



30 



Rendement : 1,4 g 

CCM : (CHCI 3 :MeOHAcOH, 45:4:1): 

R f = 0.4 
PF : 125° C 



35 EXEMPLE 3 : Synthese du 3,4-methylenedioxyclnnamoyl-glycyl-L-prolinamide de formule VIII 




60 



(VIII) 



65 Le produit est synthase en utilisant le meme precede general que celui decrit precedemment pour les 
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analogues cinnamoyl et 4-fluorocinnamoyl. 

1. Ester methylique d 3,4-methylenedioxycinnamoyl-glycine 

On realise le couplage de I'acide 3,4-methylenedioxycinnamique (15,0 g) avec le chlorhydrate de V ster 
methylique de glycine (9,78g). 



EMI ID=15/2 HE-15 WJ=125 TI=TAB 



2. 3,4-methylenedloxycfnnamoyl-gfycine 
Le produit de I'etape precedente (12,2 g) est saponifie comme decrit precedemment. 

Rendement : 7,2 g 

CCM : (CHCI 3 :MeOH:AcOH, 45:4:1): 



3. Le 3. 4 methylenedioxyclnnamoyl-glyclne-L-phenyl alanyl-L-prollnamide 

""On realise le couplage du produit de I'etape precedente (3,9 g) avec du trifluoroacetate de 
L-phenytalanyl-L-prolinamide (5,55 g) ce qui conduit au produit recherche. 

Rendement : 1,3 g 



EXEMPLE 4 : Synthese du 3,4,5'trimethoxycinnamoyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-prollnamide de formule IX 



R f - 0,2 (n-BuOH:AcOH:H 2 0, 
4:1:1) 



PF 



CCM 



: (CHCI 3 :MeOH:AcOH, 45:4:1): 

R f = 0,5 
: 92 - 93°C (dec.) 



CHO 
3 




(IX) 



On utilise les methodes generates decrites ci-dessus pour la synthese du 4-fluorocinnamoyl-glycyH- 
-phenylalanyl-L-prolinamide et I'analogue cinnamoyl. 
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1 Ester m ethyiique de 3,4,5-trim6moxycinnamoy1-glycine 

' On realise le couplage de I'acide 3. 4, 5-trimethoxyclnnamiqu (15,0 g) avec le chlorhydrate d Tester 
methyiique de glycine (7.9 g). 

5 Rendem nt : 13,2 g 

CCM : (CHCI 3 :MeOH:AcOH, 45:4:1): 

Rf - 0,7 



10 

2. 3,4,5-trimethoxyclnnamoyl-glycine 

Le produit de I'etape precedente (13.2 g) est. soumis a une operation de saponification comme 
precedemment. 

15 Rendement : 5,8 g 

CCM : (CHCl3:MeOH:AcOH, 45:4:1): 

Rf - 0,2 

(n-BuOH:AcOH:H 2 0,4:1:1): 
R/ - 0,6 

20 



3. 3 1 4 > 5-trimethoxyclnnarnoyi-glycyl--L-phenyialanyi-L-proHnarnide 
Le produit de I'etape precedente (3,0 g) est couple avec le trif luoroacetate de L-phenylalanyl-L-prohnamide 
25 (4,0 g) pour obtenir le produit recherche. 

Rendement : 2,3 g 

CCM : (CHCI 3 :MeOH:AcOH. 45:4:1): 

Rf - 0,7 
30 PF : 122°C 



EXEMPLE 5 : Synthese du cinnamoyl-^lycyl-L-leucyl-L-prolinamide de formule X 

35 




60 1 . t-butyioxycarbonyl-L-leucyl-L-prolinamide 

En suivant le procede general decrit precedemment pour la synthese du t-butyloxycarbonyl-L-phenylalanyl 
-L-prolinamide, on realise I'activation d'une solution de t-butyloxycarbonyl-L-leucine (32,64 g) , dans du 
tetrahydrofurane par traitement avec de la N-methylmorpholine (18,22 ml), suivie de chloroformate dlsobutyle 
(16 99 mi) a -5°C. Apres 15 minutes, on ajoute le chlorhydrate de L-prolinamide (15,0 g) en solution dans du 

65 dimethyformamide. puis de la N-methylmorpholine (18.22 ml) et on soumet le melange a agitation durant 
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environ 14 heures a temperature ambiante; Le produit resultant st utilise sans autre purification pour I'etape 
de synthese suivante. 

Rendement : 30,0 g 

CCM : (CHCI 3 :MeOH:AcOH, 85:10:5): 

R, - 0,6 



2. Trffluoroac6tate-L-leucyK.-protinamide 

On elimine les groupements protecteurs du produit de I'etape precedente (30,0 g) comme decrit 
precedemment par traftement avec de I'acide trtfluoroacetlque et du chlorure de methylene (1:1, 150 ml) a 
temperature ambiante. Le melange reactionnel est soumis a evaporation et triture avec de Tether pour donner 
le produit recherche qui est utilis6 sans autre purification dans I'etape de synthese suivante. 

Rendement : 29,5 g 

CCM : (n-BuOH:AcOH:rteO, 4:1:1): 

R f » 0,6 (CHCI 3 :MeOH:AcOH, 

85:15:5): R f - 0,2 



3. Ester-methylique de cinnamoyhglycine 

On realise le couplage de I'acide cinnamique (38,0 g) au chlorhydrate de Tester methylique de la glycine 
dans du dimethytformamide par traitement avec du dicyclohexylcarbodiimide (52 , 84 g) et du 25 
1-hydroxybenzotriazole (39,24 g) suivi de N-methylmorpholine (37,56ml). Le melange reactionnel est soumis 
a agitation durant 14 h a temperature ambiante et Ton rfecupere le produit recherche. 

Rendement : 34,5 g 

CCM : (CHCI 3 :MeOH:AcOH, 85:15:5): 30 

R f - 0,8 



4. Clnnamoyl-glycine 35 
On soumet le produit de I'etape precedente (35 , 0 g) a une saponification par traitement avec de I hydroxide 

de sodium (7,4 g) dans du mfethanol pendant 1h a temperature ambiante. 
On recupere le produit recherche qu'on utilise tel quel dans I'etape suivante. 

Rendement : 30,2 g 40 
CCM : (n-BuOH:AcOH:H 2 0, 4:1:1): 

R f = 0,4 (CHCl3:MeOH:AcOH. 

85:15:5): R f = 0,8 

45 

5. Cinnamoyl-glycyl-L-leucyl-L-prolinamide 

On couple le produit de I'etape precedente (15,0g) avec du trifluoroacetate-L-leucyl-L-prolinamide (24,42 g) 
dans du dim6thylformamide en utilisant du dicyclohexylcarbodiimide (15,05 g), et du 1-hydroxybenzotriazole 
(11,2 g) suivi de L-methylmorpholine (7,37 ml). Apres environ 14 h, on recupere le produit du melange 50 
reactionnel sous forme de solide blanc. 

Rendement : 5,8 g 

CCM : (CHCl3:MeOH:AcOH, 85:15:5): 

Rf « 0,6 55 
PF : 107,5 -116,5°C 



EXEMPLE 6 : Synthese du benzoyl-glycyl-L-phenyialanyl -L-prolinamide de formule XI 



65 
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35 



On opere comma decrit precedemment pour les memes types de produit. 

1. Ester t-butvliaue de benzoyl-glycine 

En utilisant le precede general de crit precedemment pour la synthese de I ester methyhque de 
cinnamoyl-glycine, on dissout le chlorhydrate de Tester t-butylique de glycine (10.88 g) dans du 
dimethylformamide (environ 100ml), on refroidit le melange reactionnel a 0°C puis on le traite _ avec de > la 
N-methylmorpholine (9, 04 ml. 1 equivalent) suMe immediatement par une solution pre^efroidie dacide 
benzoique (7 94 g) dans de Tacetate d' ethyle (environ 75mi) qui a ete prealablement pre-actwe par traitement 
avec de la N-m6thylmorpholine (9.04 ml) suivi de chloroformate d'isobutyle (8.4 ml) a -20°C 

On obtient I'ester t-butyiique de benzoyle-glycine sous forme d'un solide blanc utilise pour I etape suivante 
sans autre purification. 

Rendement : 8.1 g 

CCM : (CHCI 3 :MeOH:AcOH. 85:10:5): 

Rf = 0.9 



40 



45 



Le produit de Te tape precedente (8.1 g) est traite a I'aide d'acide trlfluoroacetique (90 ml) pendant^ 1 h a 
temperature ambiante. Apres evaporation de I'acide trifluoroacetique et trituration du residu avec de I ether, 
on obtient un produit sous forme d'un solide blanc utilise sans autre purification. 



50 



Rendement : 5.2 g 

CCM : (CHCI 3 :MeOH:AcOH f 85:10:5): 

Rf = 0.35 
PF : 181-184°C 



55 



3 Benzovl-Qlvcvl-L-phenvlalan yl-L-prolinamide 

Le produit de i'etape precedente (2.61 g sous forme de solution dans le dimethylformamide) est coup e a du 
trif luroroacetate de L-phenylalanyl-L-prolinamide (5.5 g sous forme de solution dans le tetrahydrof urane) par la 
methode utilisant I'anhydride mixte. Le produit obtenu se presente sous forme d un solide blanc. 



Rendement : 1.67 g 
60 CCM : (CHC! 3 :MeOH:AcOH. 85:10:5): 

Rf = 0.6 
PF : 95-113°C 



65 
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EXEMPLE 7 : Synthase du ph6nylac6tyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-prolinamide de formule XII 
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1. Ester t-butvliQue de phenylacetyl-glycine 

En operant selon le precede decrit cl-dess us pour la synthese de Tester t-butylique de benzoyl-glycine, on 
active une solution decide phenylacetique (11,44 g) dans de I'acetate d'ethyle en utilisant la methode a 
I'anhydride mixte et en mettant en oeuvre de la N-methylmorpholine (11,66 ml) suivle de chioroformate 
d'isobutyle (10 89 ml) a -20°C et on couple avec le chlorhydrate de Tester t-butylique de glycine (14,04g) dans 
du chlorure de methylene (150 ml) qui a ete neutralist par addition de N-methylmorpholine (1 1 ,66 ml). 

Le produit obtenu se presente sous forme d'une huile qui est utilisee dans I'etape suivante sans autre 
purification. 

^^^^^^pe precedente est trait6 avec de Tacide trifluoroacetique (250 ml) pendant 1 h a 
temperature ambiante. L'evaporation du melange reactionnel et la trituration du residu avec de I ether conduit 
a I'obtention du produit desire qui se presente sous forme d'un solide blanc. 

Rendement : 6,8 g 

CCM : (CHCl 3 :MeOH:AcOH, 85:10:5): 

Rf = 0,25 
PF : 132-135°C 



35 



40 



45 



50 



3 Phpnvianetvl-olvcine-L-'Ph6n vlalanyl-L-prolinamide 

' En operant comme decrit plus ha ut, on realise le couplage de la phenylacetyl-glycine (4 g sous forme de 
solution dans le tetrahydrofurane) avec le trifluoroacetate de L-ph6nylaJanyl-L-prolinamide (7.87 g sous forme 55 
de solution dans le chlorure de methylene) en utilisant la methode a I'anhydride mixte. Le produit obtenu se 
presente sous forme d'un solide blanc. 

Rendement : 5,05 g ~ 
CCM : (CHCI 3 :MeOH:AcOH, 85:10:5): 

Rf - 0,7 

PF : 81-98°C 

65 
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EXEMPLE 8 : 

Preparation du d6rive de L-proline de formule XIII 
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30 On opere comma decrit dans Pexemple 1 mais en utilisant le dimethyl prolineamide Ce dferive est 
synthase en adaptant la methode du brevet UK 1.523598 concernant le L-pyroglutamoyl-L-histidyl-L-3,3 
dimethyl-prolineamide. 

35 EXEMPLE 9 : Etudes pharmacologiques : 
1/ Test d'lrwin * 

On administre a des souris males de souche NMRI, par voie i.p.. 0,25 ml/20 g de poids corporel d'une 
suspension dans 5Vo de gomme arabique de produit de rinvention. 
40 Les animaux temoins recoivent uniquement la suspension a 5°/o de gomme arabique. 

Les modifications du comportement. les symptomes de neurotoxicite, le d.ametre de la pupille et la 
temperature rectale sont enregistres selon la grille d'observation standardisee. selon Irwin dans 
Psychopharmacologia, 1968. 13, 222-257. • h -.. m . »■..<> **r* 

Ces observations sont effectuSes 15, 30. 60, 120 et 180 minutes apres Injection et 24 heures plus tard. 
45 Les produits de invention ont 6te etudies a des doses de 1024. 512 et 256 mg.kg-1. 
Aux doses 6tudi6es, on n'observe ni mort, ni convulsions des animaux. 

Avec le compos§ de formule VI. on remarque une legere sedation (1souris/3) ou excrtat«on (1sourfe/3) 
entre 1 et 2 heures apres radministration de 1024 mg-kg-1. avec une ptose moderee (3 souns/3) et une 

SO h Tladose itS mg.kg-1, le compose de formule VI ne provoque qu'une legere hypothermic. A 256 
mg.kg-1. aucun changement n'est not§ par rapport aux temoins. 



55 
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21 Test d'evitement passif : 

a) - amnfesie induite par la scopolamine : 

On opere comme decrit par Click et Zimmerberg dans Behavioral Biology, 1972 7 : 245-254 et par Lenegre 
et al dans Pharmacol. Biochem. Behav. 29 (3), 1988. 

On introduit la souris dans le compartimiht eclaire d'une boite a deux compartiments. Lorsqu elle traverse 
vers le compartiment le plus sombre, elle repoit une impulsion electrique aux pattes de 0.3 mA jusqu a ce 
qu'elle retourne dans le compartiment Sclaire (essai 1). Hane . 

Lorsqu'on remet la souris 24 heures plus tard dans la boTte (essai 2). elle evrte d I entrer dans le 
compartiment le plus sombre. Une injection, per voie i.p. . de scopolamine (1 mg.kg-1) 30 minutes avant 
I'essai 1 reduit la memoire comme le montre le delai de reaction de la souns pour traverser vers le 
compartiment le plus sombre k I'essai 2. 

Les produits de invention sont testes aux doses suivantes : 0,25, 1. 4, 8 et 16 mg.kg-1 et administres. par 
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vole i.p. ou orale, 60 minutes avant SI. 
On utilise le piracetam comme compose de reference. 

Les resultats obtenus avec les composes des, exemples montrent que ces produits, admlnistres par voi 
i.p. ou orale 60 minutes avant P ssai, ne provoquent. pas de changement dans les latences pour traverser vers 
le compartiment sombre ou pour s'echapper de ce compartiment durant Pessai 1. 

Le piracetam, dans les memes conditions d'expfcrience, ne produit pas d'effet sur les deux parametres 
mesures durant Pessai 1. 

Pendant Pessai 2, on constate que la scopolamine, administree 30 minutes avant Pessai t, provoque une 
diminution du temps pour traverser vers le compartiment sombre. 

Le produit de Pexempie 1, administre par voie i.p. 60 minutes avant Pessai 1, provoque une reaction 
antagoniste vis-a-vis des effets de la scopolamine aux doses de 1,4 et 16 mg/kg, Peffet etant significafrf a la 
dose de 1 mg/kg. 

Dans la meme experience, le piracetam provoque un antagonisme de Pamnesie induite par la scopolamine, 
mais a une dose de 512 mg/kg. ce qui met en evidence les proprietes avantageuses des prodults de Pinvention 
actifs a moindre dose. 15 

De m§me, des essais realises par administration des produits de Pinvention par voie orale ont montre qu'ils 
exercent un fort antagonisme vis-a-vis de Pamnesie Induite par la scopolamine par rapport au produit connu 
de Petat de la technique. 

Les produits des exemples 1 , 2, 3, 6 et 7 sont actifs sur ce test a 2,8 et 32 mg/kg. Cette actMte est 
significative des la dose de 2 mg/kg. V interet des produits de Pinvention est souligne par le fait que le 20 
piracetam est actif sur ce test mais a une dose nettement superieure de 2048 mg/kg. 

b)-Amnesie induite par ie diazepam : 

On administre a des souris de souche NMRI 0,25 ml/20 g de poids corporal du produit de Pexempie 1 
(suspension dans 5% de gomme arabique) ou, a trtre de compose de reference, d'une solution aqueuse de 25 
piracetam, ou encore de diazepam (suspension a 5% dans gomme arabique). Les animaux temoins ne 
recoivent que des injections de vehicule (suspension de gomme arabique). 

On realise le test comme Indique ci-dessus, lorsqu'on induit Pamnesie par injection de scopolamine, mais 
en remplacant cette derniere par du diazepam. Une injection par voie i.p. de diazepam 30 minutes avant Pessai 
1, a une dose de 1 mg.kg-1 reduit de maniere significative la m6moire> comme le montre la diminution du 30 
temps de reaction chez la souris pour traverser le compartiment sombre durant Pessai 2. 

Une reduction importante de Pamnesie a dose moindre de produit est observee avec les produits de 
Pinvention. 

Ainsi, on constate que le produit de Pexempie 1 etudie aux doses de 0,25, 1 et 4 mg.kg-1, et administre 60 
minutes avant Pessai 1. exerce un effet antagoniste, dependant de la dose, vis-a-vis du diazepam. ' 35 

Cet effet apparart statistiquement significatif en administrant 4 mg.kg-1 de produit. 

L'amnesie est redutte par des agents a action nootropique tels que le piracetam ou ses derives, utilise dans 
ces essais mais a une dose de 512 mg.kg-1, par voie ip. f 60 minutes avant Pessai 1. 

Ces resultats montrent que les produits de Pinvention corrlgent, a faible dose, Pamnesie induite aussi bien 
par la scopolamine que par le diazepam, en operant dans des conditions experimental sirnilaires. 40 

3/ Antagonisme du sommeil barbiturique 

On administre a des souris de souche NMRI un produit de Pinvention par voie orale aux doses de 2,8 et 32 
mg kg-1, une heure avant Padministration intraperitoneale de barbital a la dose de 50 mg/kg. 

Le produit de Pexempie 1 diminue significativement, aux doses de 2 et 8 mg/kg, la duree du sommeil par 45 
rapport au groupe temoin. 

4/ Potentiallsation des effets de la L-dopa 

On administre a des souris NMRI un produit de Pinvention par voie orale aux doses de 2,8 et 32 mg/kg une 
heure avant Padministration par vole intraperitoneale de 150 mg/kg de L-dopa, Cette dose de L-dopa ne 50 
provoque pas de modification comportementale chez le groupe temoin. Aux doses de 8 et 32 mg/kg, le 
produit de Pexempie 1 fait apparaftre chez les animaux traites des modifications du comportement tels que 
course rapide et sauts. ... 

L'ensemble de ces resultats met en evidence les proprietes avantageuses des produits de I invention, plus 
specialement en tant que principes actifs de medicaments a effet nootrope. 55 

5/ Etude de la secretion des hormones adenohypophysaires 

Des rats males recoivent 2 mg/kg, 8 mg/kg ou 32 mg/kg IP du produit de Pexempie 1 en suspension dans la 
gomme arabique (2,5P/o) et 32 mg/kg IP des produits des exemples 2 et 3. Les rats sont sacriftes par 
decapitation 30 minutes apres et une aliquote des echantillons de plasma est conservee par congelation 60 
(-20° C) jusqu'au dosage. Avant Pexperience, les rats sont habitues a la manipulation afin d'eviter tout effet de 
stress. 

Prolactins. GH et TSN sont dosees par radio-immuno-essai. 

Le produit de Pexempie 1 augmente legerement, mais en fonction de la dos , les taux de prolactine 
augmentent tres legerement les taux de TSH a 8 mg/kg. Les produits d s exemples 2 et 3 n'ont aucune 65 
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activity a 32 mg/kg sur les taux de prolactins TSH et GH. 



5 Revendicati ns 

1 .Nouveaux derives de la L-prollne, caracterises en ce qu'ils repondent a la formule I : 
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(I) 



dans laquelle 

- Ri est un groupe de formule II 




dans laquelle R est un radical carbonyle CO-, un radical acyle Y-CO- ou un radical oxy-acyle 0-Y-CO-, 
dans lesqueis Y est une chaine alcoyle ou alcenyle, notamment de 1 a 4 atomes de carbone, Z repr6sente 
un ou plusieurs atomes d'hydrogene, ou un ou plusieurs substituants en position ortho et/ou ortho' et/ou 
meta et/ou meta' et/ou para, choisi(s) par les atomes d'haiogene, un groupe CF 3 , les radicaux alcoyle ou 
35 alcoxy de 1 a 4 atomes de carbone, et pour deux substituants voisins, un groupe alcoylenedioxy, le 

groupe alcoylene renfermant de 1 a 3 atomes de carbone 

- R 2 est un radical NH2 ou OH.ou des derives fonctionnels de ces radicaux, 

- AT et A 2| identiques ou differents Tun de I'autre, sont des residus d'acides amines, et 

-"§"1 et B2. identiques ou differents Tun de I'autre, represented un atome d'hydrogene ou un groupe 
40 mithyle, et les sels pharmacologiquement acceptables de ces derives. 

2. Derives selon la revendication 1. caracterises en ce que Z, dans la formule II, est une atome 

d 3 yd D°enVes selon la revendication t, caracterises en ce que Z, dans la formule II, est un atome 
d'haiogene choisi parmi le chlore ou le fluor, un groupe CF 3 , un radical alcoxy choisi parml un groupe 
45 methoxy ou ethoxy, et pour deux positions voisines, un radical aicoylene-dioxy choisi parmi le 

3,4-methyleneou4-ethylenedioxy. . . M D 

4 Derives selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caractenses en ce que dans la formule II, R 
est choisi parmi les groupes CO-. CH2-CO-, CH 2 -CH 2 -CO- t CH 2 -CH 2 -CH 2 -CO-. CH-CH-CO- ou 
0-CH 2 -CO-. 

5 Derives selon I'une quelconque des revendications 1 a 4 t caracterises en ce que A1 et A 2 sont des 
acides amines naturels, A1 etant choisi parml les residus glycine. L-alanine et L-vaiine, et A 2 parmi les 
residus de glycine, L-phenylalanine, L-histidine, L-leucine, L-valine et L-alanine. 

6 Derives de L-proline, choisis parmi les cinnamoyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-prolinamide,4-fluorocinna- 
moyl -glycyl-L-phenylalanine-L-prolinamide. 3,4-m6thylenedioxycinnamoyl-giycyl-L-prolinamide, 3,4,5-tn- 
methoxhycinnamoyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-prolinamide, cinnamoyl-glycyl-L-Ieucyl-L-prolinamide, ben- 
zoyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-proIinamlde, phenyl-acetyl-glycyl-L-ph6nyIalanyl-L-prohnamide et cmnamoyl- 
glycyl-L-phenylalanyl-L-3.3'-dimethyl-proline. 

7 Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle renferme une quantite efficace d au i moins 
un derive de L-proline selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, en association avec un vehicule 

pharm^eut^q^ ^ revendication 7, caracteris6e en ce qu'elle est administrate par voie orale, 

rectale. nasale. injectable. 

9 Composition selon la revendication 7, caracterisee en ce qu'il s'agit de tablettes, compnmes, 
gelules. gouttes, pilules, liposomes et qu'elle renferme de 1 a 100 mg de princip actff par unite de prise, 
65 de preference de 2,5 4 50. 
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10. Composition selon la revendication 7, caracterisee en ce qu'il s'agit de solutions injectable^, ces 
solutions renfermant avantageusement, par unite de prise, de 1 a 50 mg de derive L-pro!ine, de 
preference de 0,5 a 50 mg. 

11. Reactif biologique, caracterise en ce qu'll est elabor6 a partlr d'un derive de L-prollne selon I'une 
quelconque des revendicatlons 1 & 6. 

12. Procede de preparation de derives de L-prollne selon la revendication 1 , caracterise par le fait qu'on 
faitreagir 

- un derive de formule III : 




III 



2 



- avec un derive de formule IV 
R1-A1 IV 

dans lesquelles B1 , B2, A1 , A2. R1 et R2 sont tels que definis dans la revendication 1 . 
13. Procede selon la revendication 12, caracterlse en ce que pour obtenir le derive de formule III, on met 
en oeuvre un derive de proline de formule V : 




et un aclde amine A2, B1, B2, R2 et A2 6tant tels que definis dans la revendication 1 . 
14 Procede selon la revendication 12 ou 13, caracterise en ce que le derive R1-A1 de formule IV est 
obtenu par condensation de derives reactifs de Ri et de A1 , la f onction carboxyle de A1 etant bioquee par 
un groupe protecteur ladite condensation etant suivie d'une saponification a Taide d'une base forte. 
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